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【 摘要】 目的 : 构建 携带 金黄 色 和 葡萄 球菌 类 肠 毒素 K C Staphylococcal 
Enterotoxin-like K, SEIK) 和 绿色 荧光 和 昌 白 (GFP) 融合 基因 的 工程 菌 ， 并 对 
SEIK-GFP 融合 和 蛋白 进行 初步 生物 学 活性 分 析 。 方 法 : 利用 PCR 和 Overlap PCR 
克隆 获得 SEIK-GFP 融合 基因 ， 并 插入 pET28a 表达 载体 中 ， 通 过 菌落 PCR， 质 
粒 双 酶 切 及 测序 验证 后 , 将 构建 成 功 的 pET28a-SEIK-GFP 质粒 转化 到 已 cor BL21 
菌株 中 进行 诱导 表达 ， 通 过 Ni+ 亲 和 磁 珠 试剂 盒 纯 化 获得 SEIK-GFP 融合 蛋白 ; 
并 利用 MTT 法 检测 SEIK-GFP 刺激 小 鼠 脾 淋巴 细胞 增殖 ; ELISA 法 检测 
SEIK-GFP 尾 静 脉 注射 后 小 鼠 血 清 中 细胞 因子 IL-2 和 IFN-y 的 分 泌 水 平 。 结 果 : 
成 功 构建 能 够 表达 SEIK-GFP 融合 蛋白 的 工程 菌 ， 纯 化 获得 高 纯度 的 SEIK-GFP 
融合 蛋白 可 观测 到 明显 的 绿色 菊 光 ， 融 合 蛋 白 生 物 学 活性 分 析 表 明 ，SEIK-GFP 
能 够 呈 剂 量 依 赖 性 地 显著 刺激 小 鼠 脾 淋巴 细胞 增殖 ; 同时 ELISA 检测 发 现 
SEIK-GFP 可 显著 增加 小 鼠 血 清 中 细胞 因子 IL-2 及 IFN-y 的 分 泌 水 平 。 结 论 : 本 
研究 成 功 克隆 、 表 达 及 纯化 获得 高 纯度 的 SEIK-GFP 融合 蛋白 ， 其 不 仅 保 留 了 
SEIK 的 超 抗原 活性 ， 同 时 兼 具 GFP 绿色 效 光 的 可 视 性 ， 为 深入 研究 SEIK 生物 
学 活性 提供 有 利 工 具 。 
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[Abstract] Objective The aim of this study is to construct the genetically engineered 
bacteria with full-length fusion gene of Staphylococcal enterotoxin-like K (SEIK) and 
Green fluorescent protein (GFP), and further examine the biological activity of 
SEIK-GFP fusion protein. Methods SEIK-GFP fusion gene was obtained by overlap 
PCR and cloned into the plasmid of pET28a; after being confirmed by colony PCR, 
double digestion and sequence, the successfully constructed pET28a-SEIK-GFP was 
transformed into E.coli BL21, and the SEIK-GFP was purified by Ni’-affinity 
magnetic beads. The proliferation of mouse derived spleen lymphocytes stimulated 
with SEIK-GFP was examined by MTT assay; the concentration of IL-2 and IFN-y in 
serum of the mice treated with SEIK-GFP was examined by ELISA kits. Results we 
successfully constructed the SEIK-GFP-producing strain, and the green fluorescence 
can be observed in high purity SEIK-GFP fusion protein. MTT assay showed that 
SEIK-GFP could significantly stimulate the proliferation of spleen lymphocytes in a 
dose-dependent manner, and the concentration of IL-2 and IFN-y in serum of the mice 
treated with SEIK-GFP was significantly increased. Conclusion SEIK-GFP not only 
retained the green fluorescence signal of GFP but also exhibited SEIK superantgen 
activity, and provide a promising tool for the further study of the biological activity of 
SEIK. 
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Prokaryotic expression 


金黄 色 葡 萄 球菌 肠 毒 素 (Staphylococcal Enterotoxins, SEs) 是 一 组 由 细菌 编 
码 的 具有 超 抗原 活性 的 外 毒素 蛋白 ， 其 无 需 抗原 提 呈 细胞 CAPCO 的 加 工 处 理 ， 
即 可 直接 与 APC 膜 上 的 MHC-I 类 分 子 非 限定 性 结合 ， 以 完整 的 分 子 形式 提 时 
给 TT 细胞 ， 从 而 活化 大 量 (5%-20%， 包 括 CD4+ 和 CDS'T 细胞 ) 具有 特异 性 VB 
的 TT 细胞 ， 释 放大 量 细胞 因子 ， 包 括 全-2、IFN-y、TFN-a， 最 终 促使 机 体 产生 
较 强 的 免疫 应 答 USD, 而 且 人 源 T 淋 巴 细胞 对 SEs 极为 敏感 ， 在 极 低 浓度 (1-10 
ng) 下 即 可 有 效 激活 机 体 的 免疫 应 答 。 按 血清 型 分 析 ，SEs 可 分 为 SEA-SEE、 
TSST-1 fll TSST-2 13, HEK SER, SEG P, SET 中 及 SEM 中 等 新 型 肠 毒 
素 也 陆续 被 发 现 。 国 内 外 前 期 研究 多 集中 在 经 典 肠 毒素 分 子 ， 如 SEA-SEC 及 
TSST-1 等 ， 对 其 抗 肿瘤 活性 及 机 制 开展 多 项 基础 及 临床 前 研究 ， 并 且 发 现 SEs 

能 够 产生 强烈 的 细胞 介 导 的 细胞 毒性 ， 对 MHC II 阳性 表达 的 肿瘤 细胞 具有 较 高 
杀伤 作用 53。 然而 ， 有 研究 表明 高 剂量 SEs 的 使 用 具有 免疫 抑制 剂 活性 ， 可 
通过 诱导 工 细胞 的 凋 亡 来 降低 其 抗 肿瘤 活性 00， 且 SEs 自身 存在 的 肠 毒性 ， 及 
在 大 剂量 使 用 时 能 够 诱发 机 体 出 现 催 吐 、 腹 泻 和 发 热 等 毒 副 作用 严重 限制 了 其 在 
临床 上 的 应 用 05 161, 

而 随 着 对 SEs 研究 的 深入 ， 发 现 致 呕吐 毒性 不 是 所 有 金 葡 菌 肠 毒素 所 必须 
的 ，2004 年 国际 命名 委员 会 (International Nomenclature Committee) 将 SEs "Pik 
乏 致 呕吐 毒性 或 者 致 呕吐 毒性 还 未 验证 的 金 葡 菌 超 抗原 命名 为 SELU, 尽管 有 研 
究 证 明 早 期 认为 无 致 呕吐 毒性 的 的 SEls 成 员 CSEIK ES 19, SEIL PFT SEIQ PY) 
具有 潜在 致 哎 吐 毒性, 但 其 毒性 强度 相 较 于 典型 SEs 则 显著 减弱 , 更 易于 在 临床 
EMA), 14k GRE (Green fluorescent protein, GFP) 作为 报告 基因 已 广 
泛 用 于 检测 裔 基因 的 表达 , 研究 细胞 内 代谢 和 追踪 细胞 分 化 。 因 此 ， 在 本 研究 重 
在 通过 基因 工程 手段 构建 SEIK-GFP 融合 基因 的 工程 菌 ， 并 对 SEIK-GFP MSE 
白 的 生物 学 活性 进行 初步 检测 ， 以 期 为 深入 研究 SEIK 生物 学 活性 发 挥 极致 提供 
有 利 工 具 ， 促 进 SEIK 在 临床 肿瘤 治疗 中 的 应 用 。i 


1 材料 和 方法 
1.1 菌株 、 质 粒 


携带 SEIK 基因 的 金 葡 菌 和 GFP 基因 的 菌株 、 E.coli BL21. E.coli DH(So) 
株 及 pET28a 质粒 由 本 组 保藏 ; 6-8 周 SPF 级 BABL/c WETEN, 体重 (2442) g, 
购 自 北 京 维 通 利 华 实验 动物 技术 有 限 公 司 〈 许 可 证 号 SCXK Cat) 2012-0001) 。 

1.2 iX 剂 

细菌 基因 组 提取 试剂 盒 、 质 粒 提取 纯化 试剂 盒 和 BCA 蛋白 定量 试剂 盒 购 自 
北京 康 为 世纪 生物 科技 有 限 公 司 ; BeaverBeads™ IDA-Nickel 试剂 盒 购 自 海 狸 纳 
米 科技 (苏州) ARAR; 一 步 法 感受 态 细胞 制备 试剂 盒 购 自 上 海 莫 云天 生物 科 
技 有 限 公司 ; 限制 性 核酸 内 切 酶 、Prime STAR Max Premix (2x) 、T4 DNA 连 
接 酶 购 自 宝生 物 工程 〈 大 连 ) ARAS; PISARA (BSA). IPTG CN 
基 硫 代 -B-D- 半 乳糖 董 ) 和 MTT COU FASE UME) UWA Sigma 公司 ; FBS (iA 
牛 血清 ) 和 RPMI1640 培养 基 购 自 Hyclone 公司 ; ELISA 试剂 盒 购 自 欣 博 盛 生 物 
科技 有 限 公司 。 

1.3 方 法 

1.3.1 SEIK-GFP 的 克隆 及 原核 表达 载体 构建 

分 别 将 携带 SEIK 的 金 葡 菌 和 GFP 菌株 接种 于 LB 液体 培养 基 中 ,37C 过 夜 
培养 ， 提 取 基 因 组 DNA; 分 别 以 上 述 提取 到 的 基因 组 (携带 SEIK 和 GFP 基因 ) 
为 模板 , PCR 特异 性 扩 增 获得 SEIK 和 GFP 基因 片段 (引物 见 表 1), 通过 Overlap 
PCR 扩 增 获得 SEIK-GFP 融合 基因 ， 如 图 1A 所 示 ， 引 物 见 表 1， 下 划 线 处 分 别 
为 EcoRI 和 XhoI 内 切 酶 位 点 。 按 以 下 步 又 进行 PCR 扩 增 :95C 5 min; 94°C 30 
s, 60°C 30s, 72°C 2min, 30 个 循环 ，72°C 10 min， 对 扩 增 获得 的 SEIK-GFP 
基因 片段 纯化 后 进行 双 酶 切 (EcoRI 和 Xhol) ， 并 连接 到 同样 经 双 酶 切 的 表达 载 
体 pET-28a 中 ， 连 接 产 物 转化 到 E.coli DH5a 感 受 态 细胞 中 ， 并 对 获得 的 阳性 菌 
株 进行 初步 的 菌落 PCR、 质 粒 双 酶 切 及 测序 验证 。 


3&1 SEIK, GFP 和 SEIK-GFP 基因 克隆 所 需 PCR 引物 
Table 1 The PCR primers of SEIK, GFP and SEIK-GFP gene 


基因 引物 (3- 37) 
CGG AAT TCC AAG GTG ATA TAG GAA 
Panes EcoRI 
SEIK AGA GCC ACC TCC GCC TGA ACC GCC TCC ACC TAT CGT 
Antisense The gene encoding linker peptide 
TTC TTT ATA AGA 
GGT GGA GGC GGT TCA GGC GGA GGT GGC TCT| ATG GTG 
Sense The gene encoding linker peptide 
GFP AGC AAG GGC GAG GA 
ee TCG CTC GAG TTA CTT GTA CAG CTC GTC CAT GCC 
XhoI Stop codon 
Sense SEIK- Sense 
SEIK-GFP 
Antisense GFP- Antisense 


1.3.2 SEIK-GFP 融合 蛋白 的 诱导 表达 及 纯化 

将 构建 成 功 的 pET-28a-SEIK-GFP 质粒 转化 至 表达 菌株 E.coli BL21 中 , 所 获 
得 阳性 单 菌落 接种 于 含 卡 那 霉 素 (60 hg/mL ) 的 液体 LB 培养 基 中 ，37C 过 夜 培 
Ji; 以 1% (V/V) 接种 于 新 鲜 的 培养 基 中 (500 mL) ，37C 振 荡 培 养 至 吸光 度 

CODso) 为 0.5， 加 入 终 浓度 1.0 mmol/L 的 PTG，30'C 诱 导 表达 ， 分 别 于 诱导 

0h、1h、2h、3h、4h、5h、6h、7h 和 8h 时 收集 诱导 菌 液 InL， 离 心 收集 
菌 体 ，PBS 洗 235, 100 uL PBS ERRA 96 孔 板 中 ， 基 于 融合 蛋白 自 带 的 
绿色 效 光 特点 , 使 用 酶 标 仪 检测 GFP 荧光 信号 (490 nm) , 以 此 来 优化 SEIK-GFP 
融合 蛋白 诱导 时 间 。 诱 导 结束 后 离心 收集 菌 体 ， 超 声 破碎 ， 使 用 BeaverBeads™ 
IDA-Nickel 磁 珠 纯化 试剂 盒 对 SEIK-GFP 进行 纯化 ，4'C 透 析 48h (每 隔 12h 更 
换 PBS) 后 于 -80C 储 存 备 用 。 通 过 SDS-PAGE 检测 SEIK-GFP 诱导 表达 及 纯化 
效果 ，BSA 法 测定 蛋白 浓度 。 

1.3.3 MTT 法 检测 小 鼠 脾 淋巴 细胞 增殖 活性 

无 菌 条 件 下 常规 制备 小 鼠 和 脾脏 淋巴 细胞 悬 液 ， 用 含 10% FBS 的 RPMI1640 
培养 基调 整 细胞 浓度 到 1x107 个 /mL。 然 后 将 稀释 好 的 细胞 悬 液 加 至 96 孔 板 中 ， 
每 孔 加 入 100 uL; FA 10% FBS 的 RPMI1640 培养 基 将 稀释 后 的 SEIK、GFP 和 


SEIK-GFP 分 别 加 入 96 孔 板 中 ， 每 孔 100 uL, fi SEIK, GFP 和 SEIK-GFP 的 终 
浓度 分 别 都 为 0.01、0.1、1、10 hg/mL， 阴 性 对 照 组 为 10 ug/mL BSA 的 处 理 组 ， 
空白 对 照 为 10% FBS 的 RPMI1640 培养 基 ， 每 个 样品 设置 5 个 复 孔 。 铺 板 后 在 
37°C, 5% CO; 培 养 箱 中 连续 培养 48 h; 常规 MTT 法 计算 增殖 指数 (Proliferation 
Index, PI) : Pf= 实 验 孔 吸 光 值 /阴性 对 照 孔 吸光 值 US. 

1.3.4 体内 细胞 因子 检测 

将 小 鼠 随 机 分 为 4 组 (n=5) ，SEIK 组 动物 尾 静脉 注射 浓度 为 1 pg/mL 的 
SEIK 溶液 200 uL CAF PBS 中 ) , GFP 组 动物 尾 静脉 注射 浓度 为 1 pg/mL 的 
GFP 溶液 200 uL, SEIK-GFP 组 动物 尾 静 脉 注射 浓度 为 1 g/mL 的 SEIK-GFP 7 
液 200 gL， 对 照 组 注射 等 量 PBS; FEN SAAN WA Oh, 12h, 24h. 
36h. 48h. 60h 和 72h) 尾 静 脉 采血 50uL， 稀 释 于 等 量 含有 肝素 的 PBS 中 ， 
3000 rpm 离心 10 min 获得 上 清 , -80'C 保 存 。 采用 相应 的 ELISA 试剂 盒 按照 说 明 
书 检测 血清 中 IL-2 和 IN-y 的 含量 。 

1.3.5 数据 分 析 

实验 数据 采用 SPSS 13.0 统计 软件 包 进 行 数据 统计 分 析 。 各 组 间 采 用 配对 

设计 样本 的 t 检 验 ， 用 均值 比较 的 单 因素 方差 分 析 ，P< 0.05 表示 差异 有 统计 学 
2 结果 
2.1 SEIK-GFP 生产 菌株 的 构建 及 鉴定 

通过 常规 PCR 法 扩 增 分 别 获 得 GFP (720 bp) 和 无 终止 密码 子 的 SEIK (657 
bp) 基因 片段 (如 图 1 b) 中 1-4 泳 道 所 示 ) ; 随后 通过 Overlap PCR 扩 增 获得 
融合 基因 SEIK-GFP (1407 bp) ， 并 通过 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 检测 〈 图 1 (a) 的 泳 
iÉ 5 和 6) 。 进 一 步 对 转化 coli DH5a 所 获得 的 阳性 克隆 菌株 进行 菌落 PCR, 
产物 进行 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 检测 ， 结 果 如 图 1 Cc) 中 1、2 泳 道 所 示 ; 菌落 PCR 
鉴定 正确 后 ， 随 机 挑选 阳性 克隆 菌 ， 扩 大 培养 ， 常 规 质粒 提取 后 进行 EcoR I 和 
区 ooI 双 酶 切 验证 ;琼脂 糖 凝 胶 电泳 检测 结果 如 图 1 Co) 中 3、4 泳 道 所 示 。 
落 PCR 和 双 酶 切 结果 均 显 示 正 确 后， 将 提取 质粒 送 往 苏 州 金 叭 智 生 物 科 技 有 限 
公司 进行 最 终 测序 验证 ， 确 保 pET28a-SEIK-GFP 载体 构建 的 准确 性 。 


(a) 


EcoRI SEIK The gene encoding linker peptide 
iaia A Ter E E AGA GCC ACC TCC GCC TGA ACC GCC TCC ACC 
TCT CGG TGG AGG CGG ACT TGG CGG AGG TGG ETITITIIPIÓL. TC GAG 
The gene encoding linker peptide GFP Xhol 
Overlap PCR 
E. SEIK-GFP 
GAA TTC 
TC GAG 
Xhol 


—— 2000bp —— 
一 一 1000bp 
一 一 750bp -一 — 
—  500bp — 
— 250bp — 


图 1 SEIK-GFP 原核 表达 载体 构建 及 鉴定 


Fig. 1 The constrction and identification of pET-28a-SEIK-GFP 
(a) Map of constructing SEIK-GFP fusion gene by Overlap PCR (b) PCR products of SEIK (lane 1 and 2), GFP 
(lane 3 and 4) and SEIK-GFP fusion gene (lane 5 and 6) were analyzed by electrophoresis (c) The results of colony 


PCR (lane land 2) and double digestion of pET-28a-SEIK-GFP by EcoR I and Xho I (lane 3 and 4). 


22 SEIK-GFP 融合 蛋白 表达 纯化 与 荧光 检测 

根据 融合 蛋白 自 带 绿色 荧光 特点 优化 诱导 时 间 ， 结 果 图 2(a) 所 示 : IPTG 15 
导 后 的 菌 液 在 紫外 照射 下 可 见 明 显 绿色 菊 光 ， 并 且 诱 导 6h 后 痰 光 即 可 达到 稳定 
期 ， 延 长 诱导 时 间 荧 光 信号 无 明显 变化 ,表明 SEIK-GFP 融合 蛋白 的 最 佳 诱导 时 
间 为 6h (图 2(b)) 。 随 后 ，SDS-PAGE 鉴定 结果 如 图 3(a) 所 示 ， 表 明 经 IPTG FH 
导 后 可 高 效 获得 SEIK-GFP A, Hop Pee ZN 54kD. 。 随 后 经 BeaverBeads™ 
IDA-Nickel 磁 珠 纯化 后 获得 较 高 纯度 〈>95%) 的 SEIK-GFP 融合 蛋白 。 
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图 2 SEIK-GFP 的 诱导 表达 过 程 中 绿色 荧光 的 检测 


Fig. 2 Detection of green fluorescence during the expression of SEIK-GFP 


(a) The expression of SEIK-GFP induced with IPTG at 30°C for 8h (b) Quantification of GFP fluorescence. 


a 2.3 SEIK-GFP 呈 剂 量 依赖 性 促进 小 鼠 脾 淋巴 细胞 增殖 


通过 MTT 法 检测 小 鼠 脾 淋巴 细胞 的 增殖 能 力 来 初步 评价 SEIK-GFP 的 超 抗 
原 活 性 , 结果 如 图 3(b) 所 示 : 在 0.01. 0.1. 1 和 10 pg/mL GFP, SEIK 和 SEIK-GFP 
作用 48h Ja, GFP 对 小 鼠 脾 淋 巴 细胞 的 增殖 无 刺激 作用 ， 而 SEIK-GFP 融合 蛋 
H5 SEIK 一 致 ， 均 可 呈现 剂量 依赖 性 地 显著 刺激 小 鼠 和 脾 淋巴 细胞 增殖 CP < 
0.05) ， 且 二 者 刺激 增殖 效果 无 统计 学 差异 。 
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图 3 SEIK-GFP 蛋白 的 纯化 和 体外 刺激 小 鼠 麻 巴 细胞 增殖 活性 检测 


Fig. 3 The purification of SEIK-GFPand the proliferation index of splenic lymphocytes stimulated by SEIK-GFP in 
vitro 

(a) The expression of SEIK-GFP induced with 1 mM IPTG at 30 °C for 8 h. The samples were taken from 0 and 8 

h throughout the inducible expression period and were analyzed by the SDS-PAGE M: protein molecular mass 

standards (b) Murine splenic lymphocytes were incubated with different concentrations of SEIK, GFP and 

SEIK-GFP for 48 h, and the proliferation capacity was determined by MTT assay. The red dashed line indicated 


the PI of the BSA treated group (*P < 0.05; **P < 0.01; NS, no significant difference). 


2.4 SEIK-GFP 显著 刺激 小 鼠 体 内 细胞 因子 表达 

小 鼠 尾 静脉 分 别 注射 SEIK、GFP、SEIK-GFP 融合 蛋白 及 PBS 后 ,通过 ELISA 
检测 不 同时 间 点 所 获得 的 血清 中 IL-2 和 IFN-y 的 分 泌 水 平 。 结 果 如 图 4 所 示 : 
SEIK-GFP 融合 蛋白 与 SEIK 作用 趋势 一 致 ， 在 注射 60h 后 IL-2 分 泌 水 平 较 对 照 
组 显著 增加 CP «0.050 ， 在 整个 检测 时 间 点 内 呈 逐 渐 上 升 趋势 ;而 IFN-y 分 泌 水 
平 在 注射 12 h 后 显著 增加 至 峰值 (P< 0.01) ， 随 后 便 快速 降低 ， 至 36h 时 已 恢 
复 正常 水 平 ， 而 GFP 对 小 鼠 体 内 IL-2 和 IFN-y 的 分 泌 无 促进 作用 。 
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图 4 SEIK-GFP 体内 刺激 细胞 因子 IL-27 IEN-Y 89 4) KE 


Fig. 4 Concentration of IL-2 and IFN-y in serum of the mice treated with SEIK-GFP (*P « 0.05; **P « 0.01) 
3 讨论 

近年 来 ,对 SEs 的 研究 主要 集中 在 其 诱导 的 免疫 活化 过 程 中 各 淋巴 细胞 相互 
作用 和 信号 转 导 途径 ?3 疙 ， 及 其 诱导 相关 疾病 发 生 的 作用 机 制 0519。 而 对 SEs 
的 应 用 研究 除 集中 在 对 其 诱导 相关 疾病 发 生 的 预防 及 治疗 外 , 利用 其 超 抗 原 活性 
将 其 开发 成 为 新 型 抗 肿瘤 药物 也 得 到 了 国内 外 广泛 的 关注 E9]。 尽 管 SEs 在 肿瘤 
治疗 领域 展现 出 了 较 强 的 应 用 前 景 , 但 其 自身 所 固有 的 肠 毒 性 及 致 呕吐 毒性 会 产 
生 严 重 副作用 ， 从 而 限制 了 其 作为 新 型 抗 肿瘤 制剂 的 应 用 ， 而 缺乏 致 呕吐 毒性 或 
致 呕吐 毒性 较 低 的 SEls 的 发 现 为 开发 新 型 抗 肿瘤 制剂 提供 了 候选 药物 P51. 

本 课题 组 前 期 已 经 成 功 克隆 并 获得 高 纯度 SEIK 蛋白 09， 并 对 其 超 抗原 活 
性 进行 了 系统 研究 ， 然 而 由 于 缺乏 有 效 的 抗体 及 示 踪 方法 ， 严 重 阻碍 了 对 SEIK 
超 抗原 活性 及 抗 肿瘤 机 制 的 研究 。 前 期 研究 表明 ，SEs 与 其 特异 性 TCR VB 的 亲 
和 力 介 于 104-104M 之 间 , 该 亲和力 大 小 与 抗原 肽 /MHC IE RAWAM TCR Vp 
亲和力 〈104-107M) 相似 ， 但 远 低 于 抗原 抗体 亲和力 〈103-101M) P6281, RiT 


推测 SEIK 与 其 特异 性 TCR VB 的 亲和力 应 该 与 SEs 一 致 ， 因 此 普通 研究 方法 中 
重 悬 、 离 心 等 操作 将 会 很 容易 破坏 SEIK 与 其 特异 性 TCR VB 的 结合 。 此 外 ， 传 
统 的 示 踪 方法 的 复杂 性 和 破坏 性 ， 也 不 易于 在 体内 研究 SEIK 与 相关 细胞 的 相互 
作用 。 因 此 ， 我 们 认为 构建 荧光 蛋白 标记 的 SEK 将 会 是 深入 研究 SEIK 超 抗原 
活性 发 挥 的 机 制 及 潜在 抗 肿瘤 应 用 提供 有 利 工具 。 

GFP 是 近年 来 在 细胞 生物 学 中 应 用 最 广泛 的 标记 蛋白 之 一 , 其 分 子 量 小 , 在 
细菌 和 真菌 细胞 中 表达 时 无 明显 毒性 作用 , 可 以 在 活 细 胞 内 进行 功能 研究 ; 不 需 
添加 任何 底 物 和 酶 , 在 蓝光 或 紫外 光 激发 下 能 发 出 较 强 的 获 光 ,， 且 殉 光 性 质 稳 
定 不 易 独 灭 ， 是 一 种 稳定 的 可 溶性 蛋白 中 。 因 此 ， 本 研究 通过 Overlap PCR 技术 
成 功 构建 SEIK-GFP 融合 基因 的 原核 表达 载体 。 在 融合 蛋白 设计 过 程 中 ， 考 虑 到 
SEIK 与 其 特异 性 TCR VBA MHC II 结合 位 点 29), 我们 将 GFP 标签 设计 在 SEIK 
片段 的 C 末端 ， 并 通过 一 段 由 10 个 甘氨酸 和 丝氨酸 (GGGGSGGGGS) 组 成 的 
短 肽 连接 ， 前 期 研究 已 证 明 该 连接 肽 可 有 效 减少 融合 蛋白 分 子 间 的 空间 位 阻 效 
应 , 从 而 最 大 限度 地 维持 融合 蛋白 各 分 子 原始 构象 , 保留 融合 蛋白 各 分 子 功能 [3 
*!», BEJ, SEIK-GFP 融合 蛋白 的 诱导 表达 验证 了 上 述 设计 的 可 行 性 ， 在 诱导 的 
不 同时 间 节 点 均 可 明显 观察 到 绿色 获 光 ， 并 根据 菊 光 强度 确定 最 佳 诱导 时 间 为 6 
h。 进一步 , 通过 Ni* 亲 和 磁 珠 获得 高 纯度 SEIK-GFP 融合 蛋白 后 对 其 生物 学 活性 
检测 亦 表明 ，SEIK-GFP 融合 蛋白 与 SEIK 生物 学 活性 一 致 ， 不 仅 能 够 在 体外 显 
著 促 进 小 鼠 脾 淋巴 细胞 增殖 , 而 且 能 够 在 体内 促进 IL-2 和 IFN-Y 的 表达 ， 激 活 机 
体 免 疫 反 应 。 

综 上 ， 本 实验 成 功 构建 并 表达 SEIK-GFP MWAKA, HIA SEIK 的 超 抗原 
活性 及 GFP 的 绿色 荧光 属性 , 可 为 深入 研究 SEIK 超 抗 原 活性 发 挥 的 机 制 及 潜在 
抗 肿瘤 应 用 提供 有 利 工具 ， 并 对 后 续 融合 蛋白 的 构建 提供 借鉴 。 
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